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(57) Abstract 

New non-estrogenic estradiol derivatives with an antioxidant effect are disclosed. These estradiol derivatives, which have no estrogenic 
effect but a high antioxidant effect, arc potentially useful as non-estrogenic antioxidants, in particular for postmenopausal women and for 
men. Moreover, the disclosed compounds are potential aromatase and sulfatasejnhibitors ■ " 



(57) Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft rteue nichtestrogene Derivate des Estradiols mit antioxidativer Aktivitat. Die erfmdungsgemaBen 
Estradiolderivate, die keine Estrogenitat und hohe antioxidative Aktivitat besitzen, sind potentiell zum Einsatz als nichtestrogene Antiox- 
idanzien, insbesondere zur Anwendung bei der postmenopausalen Frau und beim Mann geeignet. Weiterhin sind die ernndungsgemiiBen 
Verbindungen mOgliche Hemmer der Aromatase und Sulfatase. 
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Nichtestrog ne Derivate des Estradiols mit antioxidativer Aktivitat 

Die Erfindung bet riff t neue nichtestrogene Derivate des Estradiols mit 
antioxidativer Aktivitat. 

5 

Aus der Patentliteratur - DE 43 38 314 C1 - ist bekannt, dafi Estradiol 
und seine bekannten Derivate mit phenolischem A-Ring und 17- 
Hydroxygruppe grundsatzlich antioxidative Aktivitat besitzen. 
In Abhangigkeit von der Struktur zeigen diese Substanzen eine mehr 
10 Oder weniger stark ausgepragte Bindungsaffinitat zum Estrogenrezep- 
tor. 

Die hohe Affinitat des naturlichen 17p-Estradtols (100%) sinkt bei 
Strukturveranderungen, wie Isomerisierungen Oder Derivatisierungen, in 
der Regel deutlich ab. 
15 Sie betragt jedoch f u r 17a-Estradiol noch 23% und selbst fur das Enan- 
tiomere des naturlichen Estradiols, 8a, 9(3, 1 4p-Estra-1 ,3,5(1 0)-trien- 
3,17a-diol (ent-Estradiol), noch 8.6%. 

Diese Gro&enordnung ist bei Verabreichung der Substanzen mit dem 
Zie!, die kbrpereigene antioxidative Kapazitat zu erhohen, abhangig von 
20 Dosis- und Applikationsdauer sowie dem Geschlecht, nicht immer tole- 
rierbar. 

tubr-t-m anient s.pmchea^^ 

am Kohlenstoffatom 17 ein, ist die Bindungsaffinitat zwar unter Erho- 
25 hung der antioxidativen Aktivitat, beispielsweise beim 1 7a-4'-Dimethyl- 
amino-phenylmethyl-estra-1 l 3 t 5(10),9(11)-tetraen-3,17-diol, bis auf we- 
niger ais 1% senkbar , in vivo wurde jedoch selbst fur den entspre- 
chenden 3-Methylether, 3-Methoxy-1 7a-4'-Dimethylamino-phenyimethyl- 
estra-1 ,3,5(10)-trien-17ol, eine hohe Estrogenitat gefunden. 

30 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Derivate des Estradiol 
mit antioxidativer Aktivitat zu finden, die keine estrogene Wirksamkeit 
besitzen. 



35 
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Die Aufgabe wird erfindungsgemali dadurch gelost, da& nichtestrogene 
Derivate des Estradiol mit antioxidativer Aktivitat der aligemeinen For- 
meln I und II gefunden wurden. 

5 Bevorzugte Verbindungen sind: 

4-Methyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien-1 , 1 7ct-diol 
4-Methyl-estra-1,3,5(10),6-tetraen-1,17a-diol 
4-Methyl-estra-1,3 ) 5(10),6-tetraen-1 l 17p-diol 
4-Methyl-estra-1 ! 3,5(10),6,8-pentaen-1 ,17p-diol 
10 4-Methyl-estra-1,3 l 5(10),6 ) 8-pentaen-1,17a-diol 

17a-4'-Hydroxy-phenylmethyl-4-methyl-estra-1, 3,5(1 0)-trien-1,17(3-diol 
17a-4'-Hydroxy-phenoxymethyl-4-methyl-estra-1, 3,5(1 0)-trien- 
1,17p-diol 

17a-4'-Hydroxy-thiophenoxymethyl-4-methyl-estra-1, 3,5(1 0)-trien- 
15 1,17p-diol 

^a^'-Dimethylamino-phenylmethyM-methyl-estra-l ,3,5(1 0)-trien- 
1,17p-diol 

17a-3\5 , -Dimethyl-4 , -hydroxy-phenylmethyl-4-methyl-estra- 1,3, 5(10)- 
trien-1,17p-diol 

20 17a-3\5 , -Dirnethy!-4 , -hydroxy-phenylmethyl-4-methyl-estra-1 ) 3,5(10),6- 
tetraen-1 ,17p-dioi 

17a-4'-Hydroxy-phenoxymethyl-4-methyl-estra-1 ,3,5(1 0) t 6-tetraen- 
1.17p-diol 

25 Es wurde nunmehr vollig uberrachend gefunden, dafi die Verbindungen, 
Regioisomere des Estradiols und ihre Derivate, die eine phenolische 
Hydroxygruppe am Kohlenstoffatom 1 und eine Hydroxygruppe am 
Kohlenstoffatom 17 besitzen, weder in vitro noch in vivo estrogen sind - 
aufgezeigt in Tabelle 1 und 2. 

30 Gleichzeitig besitzen die Verbindungen eine im Vergieich zu Estradiol 
deutlich gesteigerte antioxidative Aktivitat - demonstriert in Tabelle 3 
und 4 mittels verschiedenartiger in-vitro-Tests. 

Da die Substanzen ein intaktes Steroidgerust und vergieichbare Polari- 
35 tat zu den naturlichen Estrogenen aufweisen, ist zu erwarten, dafi auch 
die Fahigkeiten zur Oberwindung der Blut-Hirn-Schranke und zur Mem- 
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bran-Rezeptor-Wechselwirkung, wie sie in den naturlichen Estrogenen 
besteht, erhalten bleiben. 

Die erfindungsgema&en Estradiolderivate, bei denen die Estrogenitat 
5 unter Verbesserung der antioxidativen Aktivitat praktisch vollstandig 
entfernt wurde, sind potentiell zum Einsatz als nichtestrogene Antioxi- 
danzien, insbesondere zur Anwendung bei der postmenopausalen Frau 
und beim Mann geeignet. 

Fehlende Estrogenitat ist auch dann von Vorteil, wenn die Hemmung 
10 Estrogene generierender Enzyme Ziel einer therapeutischen Strategie 
ist, beispielsweise die Hemmung von Aromatase und Sulfatase. 
Die Enzyme Aromatase und Sulfatase setzen Estron aus Estronsulfat 
frei. 

Von Sulfamaten bisher bekannter phenolischer Steroide ist nach M. J. 

15 Reed et al.. Steroid sulphatase inhibitor: a new endocrine therapy, 
Drugs Future 19 (1994), S. 673 und W. Elger et al., Sulfamates of va- 
rious estrogens are prodrugs with increased systemic and reduced he- 
patic estrogenicity at oral application, J. Steroid Biochem. Biol., 55 
(1995), S. 395-403 eine eine starke Hemmung der Sulfatase bekannt 

20 Diese fuhrt in vitro und in vivo zur Hemmung der Freisetzung von 
Estron aus Estronsulfat. 

Die erfindungsgema&en Verbindungen sind somit auch potentielle 
Hemmer der Aromatase und _S_u.l.f.a.t.a.s.e.. - — ' 



25 

Aussagen zur Estrogenitat der erfindungsgemaden Verbindungen wer- 
den nach Tabelle 1 u ber die Messung der Estrogen-Rezeptor-Bindung 
getroffen. 

30 Als Vergleiche zu den erfindungsgemafien Systemen dienten 

17a-Estradio!, 1 7cc-Estradiol, ent-1 7 p-Estrad iol (J 855), 3-Methoxy-1 7a- 
4 ! -dimethyiamino-phenylmethyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien-1 7 o i (J 848) und 
1 7a-4'-di methyl a mino-phenylmethyl-estra-1 , 3 , 5( 1 0) 1 9( 1 1 )-tetraen-3, 1 7- 
d iol (J 844), ebenfalls in Tabelie 1 dargesteltt und mit (x) gekennzeich- 

35 net. 
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Tabelle 1 

Bindung zum Estrogenrezeptor 
ausgewahlter Verbindungen 

Verbindung 



1 7p-Estradioi ( x ) 
17a-Estradiol ( x ) 
ent-17p-Estradiol - J 855 (x) 

4-Methyl-estra-1 ,'3,5(1 0)-trien-1,17p-diol 

- J 1178 

4-Methyl-estra-1, 3,5(1 0) -trien- 1 , 1 7ct-dio1 

- J 1 179 

3-Methoxy-17a-4'-dimethylamino- 

- J 848 ( X ) 

17a-4'-dimethylamino-phenylmethyl-estra- 
1,3,5(10), 9(1 1)-tetraen-3,17-dioi 

■ J 844 ( X ) 



relative Bindungsaffinitat z. Estr 

gen-Rezeptor 

[ % Bindung 

zum Estrogenrezeptor] 

100 

22,8 

8,6 

0,04 



< 0,03 



0,7 



0,7 



Aus Tabelle 1 ist die nichtestrogene Wirksamkeit in vitro der erfin- 
dungsgemaGen Verbindungen im Vergleich zu den Referenzsubstanzen 
ersichtfich. 
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Weitere Aussagen zur Estrogenitat werden anhand von Ergebnissen in 
vivo entsprechend dem Allen-Doisy-Test - demonstriert in Tabelle 2 - 
getroffen. 

5 Tabelle 2 zeigt die Resuitate der Estrogenitatsprufung in vivo an ova- 
rektomierten Ratten. 

Estrogene fuhren bei ovarektomierten Nagern zu charakteristischen 
Veranderungen am Vaginalepithel. Es kommt zu einer starken Prolife- 
ration und Verhornung der oberen Zellagen. Diese Veranderungen sind 
10 im Zellbild von Vaginalabstrichen erkennbar. 

Das Auftreten kernloser Hornschollen ist Ausdruck einer estrogenspe- 
zifischen Wirkung (Allen-Doisy Test). 

Als Vergleiche zu den erfindungsgemafien Systemen dienten 
15 17p-Estradiol, 1 7a-Estradiol, ent-1 7p-Estradiol (J 855) und 3-Methoxy- 
17a-4'-dimethylamino-phenylmethyI-estra-1 T 3,5(1 0)-trien-17ol (J 848), 
ebenfalls in Tabelle 2 dargestellt und mit (x) gekennzeichnet. 



WO 98/55496 



PCT/DE98/01392 



6 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



3 
"D 



> 



JZ 

■m 
5 
a> 

U) 

co 

3 
— TO— 



C 

GJ 
C 
CD 
CO 
O 

I/) 
Q) 

3 
N 



"D 



si 

— c 

CL (D 
Q- CO 
< TO 

JL&- 

TO *~' 

t: co 



~ CO 
TO 3 



_ O) 

c 

W = 

>,-£= 
o > 
c.E 

CD Ol 
— TO 
< > 



Moooo 








m 
■— » 
m 


m 

T — 


m 
o 




I3000 
















hooo 








m 
m 


LO 
O 






o 
o 

CO 














in 


ier) 
I 100 




CD 
— 
CD 












i- 














LO 

o 


c 

0) o 

OlT- 

c 

-5 




CD 
O 












osiert 
I 3 
















a 
































CO 

d 
















d 






tn 
m 










| 0.03 






in 

• — . 










o 


m 
o 














Substanz 


i = 


UJ ^ 

i 5 

T- 


<N 

UJ ^ 
ci x 


m 

iO — 
00 £ 

-o 


00 

T— 


CT> 

T- 
"0 


00 

rt ■ — • 
co ^ 

"5 



WO 98/55496 



PCT/DE98/01392 



7 



10 



15 



Es ist aus Tabelle 2 ersichtlich, dafl die erfindungsgemaften Verbin- 
dungen im Vergleich zu den Referenzsubstanzen selbst bei hohen Do- 
sierungen keine estrogene Wirksamkeit entfalten. 

Die anttoxidative Aktivitat der erftndungsgemaSen Verbindungen wird 
mittels Aussagen zur Eisen(M)sulfat-katalysierten Lipidperoxidations- 
hemmung in synaptosomalen Membranfraktionen (Ratte) - dargestetlt in 
Tabelle 3 - demonstriert. 

Mit der Aussage zu den ICsQ-Hemmwerten wird die lipidperoxida- 
tionshemmende Wirkung der jeweiligen Verbindung charakterisiert. 
IC50 gibt die Menge der zuzugebenden Substanz an, urn eine 50%ige 
Hemmung der Lipidperoxidation zu erzieten (Tabelle 3). 

Als Vergleiche zu den erfindungsgemaflen Verbindungen dienten 
1 7Ii-Estradiol, 1 7a-Estradiol und a-Tocopherol (Vitamin E), Butyro- 
hydroxytoluen (BHT) als Standard, ebenfalls in Tabeile 3 dargestellt 
und mit (x) gekennzeichnet. 

Tabelle 3 

Eisen(ll)sulfat-katalysierte Lipidperoxidationshemmung 
ausgewahlter Verbindungen 

Verbindung _U pj d peroxidat i o.n.s h.e.m.m un q- 



t IC 50 : JiMOl/l ] 



17(3-Estradiol 



(x) 



12,40 



1 7a-Estradiol 



(x) 



8,9 



a-Tocopherol 
(Vitamin E) 



(x) 



117,0 



4-Methyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien-1,17p-diol 
- J 1178 



1,7 



4-Methy!-estra-1 ,3,5(1 0)-trien-1 ,17a-diol 
- J 1179 



1,94 
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Verbindung Upidperoxidationshemmung 

[ IC 50 : mMoI/I ] 

Butyrohydroxytoluen (BHT) ( x ) 0,95 

Tabelle 3 verdeuilicht, dali naturliche Estrogene wirksame Inhibitoren 
der Bildung Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen (TBARS) in Pro- 
zessen der mit Fenton's Reagenz induzierten Lipidperoxidation sind. 
Demnach tragen bereits die antioxidativ wirkenden naturlichen Estro- 
5 gene 17G-Estradiol und 1 7a-Estradiol die Fahigkeit, die Lipidperoxidati- 
on in synaptosomalen Membran/Lipidfraktionen zu unterdrucken und in 
deren Konsequenz die Balance verschiedener Redoxprozesse aufrecht- 
zuerhalten. 

Es wurde gefunden, dali die Isomeren 4-Methyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien- 
10 1,17(i-dioi (J 1178) und 4-Methyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien-1 ,1 7a-diol 
(J 1179) diese Wirkung in erheblich starkerem Maft zeigen. 



Weiterhin wird die antioxidative Aktivitat der erfindungsgema&en Ver- 
bindungen mittels Aussagen zur Hemmung der Fe(ll)-Autooxidation 
15 und Stimuiierung der Fe(HI)-Reduktion - dargestelit in Tabelle 4 - auf- 
gezeigt. 

Als Vergleiche zu den erfindun gsq.emaae^ — 

17li-Estradio!, 1 7a-Estradiol und Catecholestrogene, ebenfalis in Tabel- 
20 le 4 dargestelit und mit (x) gekennzeichnet. 

Tabelle 4 

Hemmung der Fe(l!)-Autooxidation und Stimuiierung der Fe(lll)-Reduk- 
tion ausgewahlter Verbindungen 

25 

Verbindung Fe(ll)-Autooxidation Fe(lll)-Reduktion 

Hemmung [ % ] Stimulation [ % ] 

17p-Estradiol (x) < 1 < <] 



17a-EstradioI 



(x) 
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Verbindung 



Fe{ll)-Autooxidation Fe(lll)-Reduktion 
Hemmung [ % ] Stimulation [ % ] 



2-Hydroxy-17G>-estradioi 



64,20 



35,26 



4-Hydroxy-1 7(l-estradiol 



(x) 



59,51 



32,71 



4-Methyl-estra-1,3,5(10)-trien- 
1,17(3-diol - J 1178 



22,26 



19,23 



4-Methyi-estra-1,3,5(10)-trien- 
1,17P-dio1 - J 1179 



26,07 



21,41 



Tabelle 4 veranschaulicht, dad die „klassischen u Estrogene 
17&-Estradiol und 17a-Estradioi die getesteten Fe(ll)-Autooxidations- 

5 prozesse nicht bzw. unwesentlich beeinflussen. 

Im Vergleich dazu besitzen Verbindungen, wie die nichtostrogenen Iso- 
meren 4-Methyl-estra-1,3,5(10)-trien-1,17p-diol - J 1178 und 4-Methyl- 
estra-1,3,5(10)-trien-1,17p-diol - J 1179 die Fahigkeit, Fe(l !)-Autooxid- 
ationsprozesse zu hemmen. 

1 Q W e i t e r hi n,i.st,e.r-s i c h 1 1 i c h^d a fl-a u c h-s i np-sr i-mni^Ti n n fj er F e (|||)-p gf juk- 
tion zu Fe(il) stattfindet und mit den Fe(ll)-Autooxidationsergebnissen 
korreiieren. 

Die vergleichsweise getesteten Catecholestrogene mit einer Hemmwir- 
kung von ca. 60% zeigen auf. dafl die Verbindungen 4-Methyl-estra- 
15 1,3,5(10)-trien-1,17p-diol - J 1178 und 4-Methyl-estra-1 ,3,5(1 0)-trien- 
1 , 1 7p-dio1 - J 1179 gut antioxidativ wirksam sind. 

Die gegenuber den naturlichen Estrogenen 1 7fl-Estradtol und 
17a-Estradiol wesentlich hohere antioxidative Aktivitat der erfindungs- 
20 gemaften Verbindungen wurde desweiteren an foigenden Modellen be- 
statigt: 
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Hemmung der Aufnahme oxidativ-modifizierten LDL-Cholesterols 
in Makrophagen, 

Hemmung der Bildung von Superoxidanionradikaten. 



5 
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Biologische Untersuchungsmethoden zur estrogenen und antioxi- 
dativen Aktivitat der erfindungsgemaften Verbindungen 

Allen-Doisy-Test 

5 

Zietstellung 

Subkutane Prufung auf estrogene Aktivitat. 
Prinzip 

Estrogene fiihren bei ovarektomierten Nagern zu charakteristischen 
10 Veranderungen am Vaginaiepithel. Es kommt zu einer starken Prolife- 
ration und Verhornung der oberen Zellagen. Diese Veranderungen sind 
im Zeilbild von Vaginalabstrichen erkennbar. 

Das Auftreten kernloser Hornschollen ist Ausdruck einer estrogenspe- 
zifischen Wirkung - Alien-Doisy Test - nach Dorfman R. J., (Hrsg.), 
15 Methods in hormone research, S. 72ff, Academic Press New York 1969. 
Tiere 

Weibliche Wistarratten (Stamm: Shoe : WIST = Mol : WIST, n = 48) 
werden im Gewicht von 180 - 200 g angeliefert, randomisiert auf Ver- 
suchsgruppen (n = 3-5 Tiere/Gruppe) aufgeteilt, Qber ca 1 Woche an 
20 Haltungsbedingungen adaptiert und anschlietSend in Ursotaminnarkose 
ovarektomiert . 

Haltung: In Ma kroionkafigen Typ M IV in kontrolliert belic htete.n 

Raumen (12 Stunden Licht/12 Stunden Dunkelheit). 
Futterung: Standardhaltungsdiat fur Ratten und Mause; Trinkwas 
25 ser ad libitum. 

Formulierung und Applikation der Testsubstanzen 
Die Prufsubstanzen zur subkutanen und oralen Applikation in Benzyl- 
benzoat/Ricinusol (1+4)) bzw. in Myrj (85 mg Myrj in 100 ml 0,9% w/v 
NaCI-Losung) werden formuliert. 
30 Das Applikationsvolumen betragt 0,2 ml/Tier. 

Nach der Eiwaage wird die jeweilige Substanz in Benzylbenzoat 
durch Behandlung im Ultraschallbad (30 Minuten bei ca 60°C Was 
sertemperatur) gelost und anschlie&end die entsprechende Menge 
Ricinusol zugegeben.. 
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Nach der Eiwaage wird in Myrj suspendiert (unter Zugabe einer 
geringen Menge Zirkoniumkugelchen) durch Behandlung im Ultra 
schallbad (30 Minuten bei ca 60°C Wassertemperatur). 

Versuchsdurchfiihrung 
5 Ratten mit einem Gewicht von ca 200 g werden in Ursotaminnarkose 

ovarektomtert, ca 2 Wochen danach erfolgt die Untersuchung der Tiere 

auf das Vortiegen eines Kastratenvaginalzellbildes (Dioestrus). Danach 

wird einmalig subkutan appiiziert (d1), Applikationsvolumen 0,2mt/Tier. 

24, 48, 54 und 72 Stunden nach der einmaligen Substanzappltkation 
10 sind Vaginalabstriche abzunehmen und hinsichtiich Oestrusstadien 

(Dioestrus = 1; Prooestrus = 2; Oestrus = 3; Metoestrus = 4) mikrosko- 

pisch auszuwerten. 

Die Untersuchung entsprechend dem standardisierten ALLEN-DOISY 
Test ist nach 4 Tagen beendet. Die Tiere werden in Aethernarkose 
15 durch Dislokation der Haiswirbelsaule getotet, der Uterus prapariert und 
die Feuchtgewichte (Uterus ohne Sekret) ermittelt. Weiterhin erfolgt die 
Preparation und Gewichtsermittlung der Nebennieren. 
Auswertung 

Die Ergebnisse der koipotropen Prufung - das Auftreten oestrischer 
20 Vaginalzellbilder als Reagenten pro Dosisgruppe sowie die uterotrope 

Aktivitat (Uterusgewichte) werden erfalit. Die Mittelwerte der Uterus- 

gewichte der Versuchsgruppen sind mit dem Mittelwert der Vehikel- 
gmp-pe_z.u_v.e.r.g.l e ich en-u nd-g eg e b ene nf al ls~~aUf ~s i gTT if i k anten Unter- 

schied mit dem t-Test nach STUDENT zu prufen. Die Feuchtgewichte 
25 der Nebennieren alier Gruppen werden ermittelt . 

Eisen(ll)sulfat-katalysierte Lipidperoxidationshemmung in synapto- 
somalen Membranf raktionen (Ratte) 

30 

Material und Methodik 

Die Testung der Substanzen auf die Lipidperoxidations-Hemmwirkung 
nach Braughler JM. et al., The 21 -Aminosteroids: Potent inhibitors of 
lipid peroxidation for the treatment of central nervous system trauma 
35 and ischemia, Drugs Future 14 (1989), S. 141-152 und nach Buege A. et 
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al.. Microsomal lipid peroxidation, Methods Enzymol 52 (1978), S.302- 
310, mittets des Malondialdehyd/Thiobarbitursaure-Assays, wie nach- 
folgend, durchgefuhrt: 
Materialien 

5 17&-Estradiol (Jenapharm GmbH), 1 7a-Estradiol (Sigma Chemicals), 
a-Tocopherol (Sigma Chemicals), Thiobarbitursaure (TBA; Fluka), Ei- 
sen(ll)sulfat (Serva). 

Alle anderen Biochemtkalien sind von hochster analytischer Reinheit. 
Reaktionsansatz 

10 1 ml biologische Probe (enthalt 0,1 mg Plasmamembranen), incl. Fen- 
ton's Reagenz und Drug. Die 1 ml Gesamtvolumen teilen sich auf in: 
0,01 mi synaptosomale Membranfraktjon; 0,1 ml Eisen( 1 1 )-su If at (2 mM); 
0,1 ml Wasserstoffperoxid (2 mM); bis zu 0,5 ml Testsubstanzlbsung 
und einer anteiligen Menge an 0,9 %iger NaCI-Losung (nicht PBS) zum 

15 Auffullen auf 1 ml Gesamtvolumen. Der Reaktionsansatz mit und ohne 
Testsubstanz enthalt in jedem Fall 10 % Ethanol (total) als Vehikel. 
Prozedere 

Der Reaktionsansatz wird 30 min bei 37°C inkubiert, anschiieliend mit 
2 ml Reagenz A abgestoppt und 10 min bei konstanten 80°C inkubiert. 

20 Nach dem Abkuhlen in einem Eisbad (10 min) wird die Probe in einer 
Kuhlzentrifuge zentrifugiert (1.000 x g; 4°C). Der Oberstand wird (bis zu 
2 Std. stabil) bei 535 nm gegen den Blindwert gemess en, der bis auf 

d i e-M e nth r a n f r a k t i oTTa li e"R eagenzien enthalt. 

Als Vergleichswert dient der Ansatz, der neben der Membranfraktion 

25 Fenton's Reagenz und 10 % des Vehikels Ethanol enthalt. 
Zusammensetzung des Reagenz A: 

15 % (w/v) Trichloressigsaure (15 g); 0,375 % (w/v) Thiobarbitursaure 
(375 mg); 0,25 N HCI (2,11 ml konz. HCi) in 100 ml watiriger Losung. 
Die Testsubstanzen werden vorzugsweise in 95 %igem Ethanol in Form 
30 20 millimoiarer Stammlbsungen (Haltbarkeit bei minus 20°C, stabil uber 
den Zeitraum von 3 Monaten) angesetzt und unmittelbar vor Versuchs- 
beginn entsprechend verdunnt. Gepruft wird im Dosierungsbereich 0,1 
bis 150 uM. 

In alien Versuchsansatzen wird eine entsprechende Standardsubstanz 
35 mitgefuhrt. 
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Bewertungs para meter 

Dosis-Wirkungsanalyse der Test- und Standardsubstanzen. 
Ermittlung der Lipidperoxidationshemmwerte mit mindestens funf 
Substanzkonzentrationen rm Hemmbereich 30 bis 70 %, bezogen 
5 auf die Testwerte mit Vehikel (vorzugsweise Ethanol) und ohne 

Substanzeffekt. 

Die Bewertung der Substanzen wird in IC 50 -Werten (mikromolare 
Testkonzentrationen bei 50 % Hemmung der Eisen(ll)- 
katalysierten Lipidperoxidation) ausgewiesen. 

10 

Hemmung der Fe(II)-Autooxidation und Stimulierung der Fe(lll)- 
Reduktion 

15 1. Fe(II)-Oxidations-Assay 
Material und Methodik 

Die Testung der Substanzen auf die Fe(II)-Autooxidation-Hemmwirkung 
erfolgt nach Ruiz-Larrea B. et a!., Antioxidant effects of estradiol and 
20 2-hydroxyestradiol on iron-induced lipid peroxidation of rat liver micro- 
somes. Steroids 39 (1994), S. 383-388 und Ruiz-Larrea B. et al. ( Ef- 
fects of estrogens on the red ox chemistry of iron: A possible me cha^ 
nism ofThe antioxidant action of estrogens, Steroids 60 (1995), S. 780- 
783. 

25 Alle Autooxidations-Experimente der Fe(ll)-lonen wurden in walirigen 
Losungen ausgefuhrt, die synaptosomal Membrane/Lipidfraktionen ent- 
halten. 1.0 ml biologische Probe, enthaltend 50 pM Fe(ll)sulfat, 45 mM 
Tris-HCI-Puffer (pH 7.4) und 0.08 mg des synaptosomaien Proteins 
wurde mit den in Ethanol (10% v/v) gelosten Testsubstanzen fur 10 

30 min in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert, anschiieGend durch Zuga- 
be von 50 uL etner 0,32 M 1 , 1 0-Phenanthrolin-Losung gestoppt und die 
Extinktion des Fe(II)-Phenanthroiine-Komplexes bei 510 nm gemessen. 



35 



WO 98/55496 



PCT/DE98/01392 



15 

Materialien 

17ft-Estradiol (Jenapharm GmbH), 17a-Estradiot (Sigma Chemicals), 2- 
Hydroxy-17fS-estradiol und 4-Hydroxy-1 7fJ-estradiol (Sigma Chemicals), 
Thiobarbitursaure (TBA; Fluka), E tsen(l I )su If at (Serva). 
5 Alle anderen Biochemikalien sind von hbchster analytischer Reinheit. 
Die Testsubstanzen werden vorzugsweise in 95 %igem Ethanoi in Form 
20 millimoiarer Starnmlosungen angesetzt und unmitteibar vor Ver- 
suchsbeginn entsprechend verdunnt. Gepruft wird im Dosierungsbereich 
0,1 bis 150 uM, 

10 In alien Versuchsansatzen wird eine entsprechende Standardsubstanz 
mitgefuhrt. 

Bewertungs parameter 

- Dosis-Wirkungsanalyse der Test- und Standardsubstanzen. 

15 

2. Fe(lll)-Reduktions-Assay 

Die Testung der Substanzen auf die Stimulierung der Fe(lll)-Reduktion 
erfolgte nach Ruiz-Larrea B. et al. t Antioxidant effects of estradiol and 
2-hydroxyestradiol on iron-induced lipid peroxidation of rat liver micro- 

20 somes. Steroids 39 (1994), S. 383-388 und Ruiz-Larrea B. et at., Ef- 
fects of estrogens on the redox chemistry of iron: A possible mecha- 
nism of the antioxidant action of estrogens, Steroids 60 (1995), S. 780- 

7-8-3- 

Die biologische Probe enthalt folgende Komponenten: 25 uM 
25 Fe(lll)chlorid in 150 mM Tris-HCl (pH 7.4), 15 mM 1 ,1 0-Phenanthroline 
und die zu testende Prufsubstanz, gelost im Vehikel Ethanoi. Die Bil- 
dung des Fe(ll)-Phenanthrolin-Komplexes wird spektrophotometrisch 
bei 510 nm registriert. 

30 

Hemmung der Aufnahme oxidativ-modif izierten LDL-Cholesterois 
in Wlakrophagen 

Die Messung der Aufnahme von oxidativ-modifiziertem LDL in murinen 
35 Makrophagen und Blutmakrophagen menschiichen Ursprungs wurde 
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mittels der Zellkulturmethode nach Fisher M. et al, A 21 -aminosteroid 
inhibits oxidation of human low density lipoprotein by human monocytes 
and copper, Atherosclerosis 90 (1991), S. 197-202 bzw. nach Leake 
D.S. und Rankin, S.M., The oxidative modification of Low-Density Lipo- 
5 proteins by macrophages, Biochem J. 270 (1990), S. 741-748 ermitteit. 



Hemmung der Bildung von Superoxidanionradikalen 

10 Die Messung der Xanthinoxidase-hemmenden Wirkung bei Verwendung 
von Linolensaure als Bildner fur Superoxidanionradikale wird nach Lai- 
hia J.K. et al., Lucigenin and linoleate enhanced chemiiuminescent as- 
say for superoxide dismutase activity, Free Rad. Biol. Med. 14 (1993) 
S. 457-461 mittels einer Lucigenin/Luminol-verstarkten 

15 Xanthin/Xanthinoxidase-abhangigen Chemilumineszenzreaktion ermit- 
teit. 
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Pat ntanspruche 

1. Nichtestrogene Derivate des Estradiols mit antioxidativer Aktivitat 
5 der allgemeinen Formel I, 



OH 



10 




R 1 = H, OH 
R 2 , R 3 = H, CH 3 , 

15 

die ein bis zwei Doppelbindungen enthalten kann, 

wobei die Hydroxygruppen der Estradiolderivate als Ether, Ester 

Oder Sulfamate vorliegen konnen, ausgenommen 4-Methyl-estra- 

1,3,5(10)-trien-1,17(3-diol. 

20 

2. Nichtestrogene Derivate des 1 7|3-Estradiols mit antioxidativer 
Aktivitat der allgemeinen Formel II, 



25 



30 



35 




O, S, Se fur n = 1, 
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di ein bis zwei Doppelbindungen enthalten kann, 
mit einem 17a-Substituenten Z, 

der eine Phenylgruppe Ph enthait , 
5 die mit 1 bis 2 Hydroxygruppen und 0 bis 2 Methylgruppen 

oder mit einer Dimethylaminophenylgruppe und 0 bis 2 

Methylgruppen funktionalisiert ist, 
wobei die Hydroxygruppen der 17fi-Estradiolderivate als Ether, 
Ester oder Sulfamate vorliegen kannen. 
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